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RESUMO
Condições dolorosas agudas e crônicas ainda são de difícil tratamento e a busca por novas 
estratégias terapêuticas a partir do estudo de produtos de origem natural mostra-se como uma boa 
alternativa, pois são utilizados no tratamento de diversas doenças e são considerados importantes 
fontes de investigação de novos fármacos. Produtos naturais, entre eles alcaloides, possuem um grande 
potencial analgésico. Neste sentido, um estudo recente demonstrou que um alcaloide aporfínico 
apresentava efeitos analgésicos por interagir com Receptores de Potencial Transitório (TRPs), em 
especial os TRPV1 (vanilóide) e TRPA1 (anquirina). Os canais TRPV1 e TRPA1 são receptores 
polimodais que respondem a diferentes estímulos, são expressos em células não neuronais e neurônios 
sensoriais periféricos, e sua ativação está envolvida com a modulação de dor e inflamação. Assim, o 
presente trabalho avaliou o possível efeito antinociceptivo de um novo alcaloide aporfínico, a 
estefalagina, isolado da Annona crassiflora Mart, e sua possível interação com receptores TRP em
camundongos. Para tanto, os animais foram submetidos a uma injeção intra-plantar (20 uL) do
agonista TRPV1 capsaicina (1,6 gg), ou do agonista TRPA1 cinamaldeído (1,3 gg), ou de formalina 
(2,5%), e tratados ou não com a estefalagina (1 mg/kg, via oral, 1 h antes das injeções i.pl.). Os 
animais foram observados quanto ao desenvolvimento de respostas nociceptivas (lambida de pata). 
Além disso, foi realizado um ensaio de influxo de Ca estimulado pela aplicação de capsaicina, em 
amostras de sinaptossoma de medula espinhal tratados ou não com estefalagina. Foi observado que o 
tratamento com a estefalagina é capaz de reduzir a nocicepção causada pela administração i.pl. dos 
agonistas dos receptores TRPA1 e TRPV1, e ainda da formalina. Foi observado ainda que a 
estefalagina é capaz de reduzir o influxo de Ca++ induzido pela aplicação de capsaicina. Os resultados 
sugerem que a estefalagina possa ser promissora para desenvolvimento de novas drogas analgésicas, e 
sua possível interação com receptores TRP deve ser melhor investigada.
Palavras- chave: dor, estefalagina, TRPV1, TRPA1, nocicepção.
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1. INTRODUÇÃO
Os produtos naturais são tradicionalmente utilizados para o tratamento de doenças e 
continuam sendo considerados importantes fontes de investigação de novos fármacos em 
potencial, mostrando-se eficazes no tratamento de condições dolorosas agudas e crônicas. 
Compostos oriundos de produtos naturais que tem efeito analgésico podem agir por diferentes 
vias de sinalização, uma via recorrente é a ativação dos Receptores de Potencial Transitório 
(TRPs) e ainda, produtos naturais tem tido grande destaque na caracterização da família 
destes canais TRP (CALIXTO et al., 2005).
Os receptores de potencial transitório são encontrados em mamíferos e apresentam 28 
proteínas diferentes, que são reunidas de acordo com sua sequência de aminoácidos em 6 
famílias, das quais destacamos duas: TRPV (vanilóide) e TRPA (anquirina) (CLAPHAM, 
2003; MONTELL; BIRNBAUMER; FLOCKERZI, 2002).
A ativação dos canais TRPV1 ocorre frente a diferentes tipos de estímulos térmicos, 
químicos e mecânicos. Exemplos incluem temperaturas nocivas >43, pH abaixo do 
fisiológico, e substâncias naturais irritantes como a capsaicina (presente na pimenta) e a 
resiniferatoxina (oriunda da planta Euphorbia resinifera), por exemplo (CATERINA et al., 
1997; TOMINAGA et al., 1998; CALIXTO et al., 2005). Estes receptores estão expressos em 
neurônios sensoriais, onde sua ativação pode levar a liberação de neuropeptídios como a 
substância P (SP), atuando na indução de processos inflamatórios e de nocicepção 
(CORTRIGHT et al., 2007; CALIXTO et al., 2005). Já o receptor TRPA1, assim como os 
TRPV1, também é polimodal e responde a diferentes tipos de estímulos. Este canal é um dos 
principais sensores para substâncias naturais derivadas de plantas, tendo como exemplo de 
ativadores o cinamaldeído (presente na canela) e a formalina, em concentrações de até 1% 
(originada do metanal) (SHIELDS et al., 2010; JORDT et al., 2004; BAUTISTA et al., 2005).
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Os receptores TRPA1 encontram-se co-localizados com os receptors TRPV1 em uma
subpopulação de fibras sensoriais peptidérgicas não mielinizadas ou pouco mielinizadas,
chamadas de fibras C, ou de fibras Aô, respectivamente. Quando expressos em neurônios 
sensoriais sua ativação confere a estes receptores características importantes em condições 
inflamatórias, onde a ativação de um canal pode levar à ativação subsequente do outro por 
mecanismos indiretos que podem envolver vias de sinalização como proteínas quinases, 
mediadores endógenos, como a bradicinina, e o cálcio (BAUTISTA et al., 2006; PATIL; 
JESKE; AKOPIAN, 2010).
Nosso grupo tem buscado por novas moléculas bioativas e eficazes no tratamento de 
condições dolorosas agudas e crônicas. Um exemplo é a planta Annona crassiflora Mart., 
pertencente à família Annonaceae, uma espécie nativa do cerrado, popularmente conhecida 
como araticum. JUSTINO et al. (2016), caracterizou o isolamento e identificou o alcaloide 
encontrado no extrato da casca da planta. Um estudo recente demonstrou que outro alcaloide 
aporfínico teve um efeito antinociceptivo em modelos de dor inflamatória, e que este efeito 
ocorria via interações com canais TRP (MONTRUCCHIO et al, 2013). Assim sendo, a 
hipótese levantada no nosso trabalho é que a estefalagina, um alcaloide aporfínico, possa ter 
efeitos antinociceptivos via interação de receptores TRPV1 e TRPA1.
1.1 Dor
A dor pode ser descrita como uma sensação temporária e desagradável que ocorre 
após um estímulo nocivo, que atua na forma de proteção tecidual contra lesões. De acordo 
com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é descrita como uma 
experiência emocional e sensorial desagradável associada a um estímulo lesivo ou 
potencialmente lesivo (SHERRINGTON, 1906). Podemos nos referir a dor como uma 
experiência, não somente como uma sensação, pois podem ser agregados a essa definição 
fatores ambientais e componentes sensoriais que possam ter influências pessoais. Já o termo
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nocicepção tem como definição somente a sensação, não é levado em consideração fatores 
emocionais, assim, inclui as vias neuroanatômicas, mecanismos neurológicos e receptores que 
são específicos para detectar estímulos nocivos. Logo, em animais é avaliada a nocicepção, e 
não dor (KANDEL et al., 2003).
A dor pode ser classificada como aguda ou crônica, sendo que a dor crônica é a que 
possui maior impacto na qualidade de vida do indivíduo. A dor aguda é descrita de acordo 
com a ativação local de nociceptores induzida por um dano tecidual, essa dor pode 
desaparecer antes mesmo do restabelecimento do tecido lesado. Enquanto isso, a dor crônica 
proveniente de uma doença ou lesão tecidual, na maioria das vezes ultrapassa o tempo de 
recuperação do organismo, isso acarreta sofrimento e incapacidade, podendo ter duração 
mínima de três meses e maior que seis meses (MILLAN, 2002).
Pouco se sabe sobre a epidemiologia da dor crônica no Brasil e no mundo, 
principalmente quando se trata de pesquisas de prevalência de dores múltiplas. A dor é 
considerada um problema de saúde frequente que causa prejuízos econômicos e pessoais à 
população. A dor crônica foi considerada como um problema de saúde pública pelo Instituto 
de Medicina dos Estados Unidos (VON KORFF, M., et al., 1990), foi utilizado como exemplo 
da pesquisa a dor lombar, que é colocada como um problema de alto custo social e médico 
neste país, onde foi relatado que a cada mil habitantes há, por ano, uma perda de 1400 dias de 
trabalho (CAVANAUGH, J. M., 1994). Em um estudo realizado no Brasil, dos pacientes que 
apresentaram dor crônica, 94,9% relataram comprometimento da atividade profissional 
(TEIXEIRA, M.J, 1 995). Além disso, as dores físicas geram sentimentos de incapacidade 
para a realização de tarefas comuns do cotidiano. Essa incapacidade física e emocional tem 
afetado homens e mulheres, que passam a manifestar casos depressivos desse desgaste a 
sofrimento (KRELING, M.C.G.D., et al., 2006).
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Após compreender que a dor é causada por estímulos lesivos reais ou em termos de tal 
dano, Charles Sherrington nomeou a capacidade desses estímulos de causar dor, de “nocivo”. 
O termo “nociceptor” foi registrado se referindo a fibras aferentes que tem como função 
detectar o estímulo nocivo (SHERRINGTON, 1906). Somente em meados do século XX foi 
identificado por Iggo e colaboradores o que seriam as fibras aferentes capazes de responder 
aos estímulos nocivos (IGGO, 1959; 1960; HUNT E MCINTYRE, 1960). Esses estímulos 
nocivos podem ser percebidos como térmicos ou químicos, por exemplo, os quais são
representados como nociceptivos quando há estimulação dessas fibras aferentes primárias. As
fibras C e as fibras Aô são as duas principais classes de nociceptores, sendo que a fibra C é
formada por neurônios não mielinizados e a fibra Aô por neurônios finamente mielinizados
(MEYER et al, 2008).
Podemos dizer que a maioria das fibras C são nociceptores polimodais, ou seja, que 
reagem a estímulos térmicos, mecânicos e químicos. Normalmente, o estímulo nocivo é definido, 
por exemplo, quando há ativação de fibras C peptidérgicas, essas fibras fazem conexões com 
neurônios da lâmina I, a lâmina mais externa do corno dorsal da medula. Os corpos neuronais
estão localizados na substância cinzenta da medula espinhal, onde a mesma é dividida em 
lâminas (o corno dorsal é composto pelas seis primeiras lâminas, e nele são encontrados os 
neurônios que estão envolvidos na modulação da dor). A resposta aos estímulos mecânicos se 
dá pela ativação das fibras C não peptidérgicas e das fibras Aô. As fibras Aô estão relacionadas 
com as características de resposta a dor rápida ou primária, que é resultado de um estímulo 
pontual, já as fibras C estão envolvidas na dor lenta (CUELLO et al.,1993; AVERIL et al.,
1995; D'MELLO E DICKENSON, 2008; CAVANAUGH et al., 2009; SCHERRER et al., 2009; 
OLIVEIRA IN LENT, 2008).
Para o controle da nocicepção são utilizados os analgésicos, que fazem parte de um 
grupo de medicamentos que diminuem ou interrompem as vias de transmissão nervosa 
nociceptiva. Dentro das diferentes classes de analgésicos, várias são oriundas de produtos
11
naturais como, por exemplo, a morfina, que é um alcaloide pertencente ao grupo dos opioides 
e oriundo da Papaver sonniferum, que foi descoberto e isolado no início do século XIX.
Nas pesquisas sobre dor, um alvo que vem sendo explorado com frequência são os 
canais TRP. Estes canais estão expressos em neurônios sensoriais, importantes para a 
detecção de estímulos nocivos e grande atenção tem sido direcionada a estudos que 
investiguem seu papel em diferentes patologias dolorosas, agudas e crônicas.
1.2 TRP
Os canais TRPs podem ser classificados como sensores polimodais que fazem parte de 
uma vasta variedade de processos celulares (MONTELL, 2005; MORAN et al., 2011). 
Existem hoje caracterizados, mais de 50 membros que compõe a família dos TRPs, sendo que 
esta é considerada uma das maiores famílias que possuem canais iônicos e ampla distribuição 
filogenética (MINKE, 2010; VRIENS; APPENDINO; NILIUS, 2009).
Outra característica é que a família dos TRPs possuem canais catiônicos não seletivos, 
esses são constituídos por seis domínios transmembrana tendo suas porções amino e carboxi 
terminais intracelularmente localizadas (NILIUS et al., 2007). Esses receptores são 
encontrados em mamíferos e apresentam 28 proteínas diferentes, que são reunidas de acordo 
com sua sequência de aminoácidos em 6 famílias, das quais destacamos duas: TRPV 
(vanilóide) e TRPA (anquirina). As demais famílias são: TRPC (canônico), TRPM 
(melastatina), TRPP (policistina) e TRPML (mucolipina) (CLAPHAM, 2003; MONTELL; 
BIRNBAUMER; FLOCKERZI, 2002).
Conforme citado anteriormente, os TRPs podem sofrer ativação de uma ampla gama 
de estímulos nocivos (PEDERSEN et al., 2005; NILIUS et al., 2005). Os receptores das 
famílias TRPV (1-6) e TRPA (1), especialmente, podem ser ativados por calor, frio, 
substâncias químicas irritantes e estimulação mecânica (NILIUS et al., 2007).
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A ativação dos canais TRPV1 ocorre em resposta a temperaturas elevadas (> 43°C), 
em condições de pH < 5,9, e por substâncias naturais irritantes como a capsaicina (presente na 
pimenta) e a resiníferatoxina (oriunda da planta Euphorbia resinifera), por exemplo 
(CALIXTO et al., 2005). O receptor TRPV1 é caracterizado como um canal iônico não 
seletivo para cátions, mas possui preferência à cálcio. Esses canais são expressos ainda em 
neurônios sensoriais periféricos, onde sua ativação pode levar a liberação de neuropeptídios 
como a SP, atuando na indução de processos inflamatórios e de nocicepção (CORTRIGHT et 
al., 2007; CALIXTO et al., 2005). Dessa forma, o antagonismo do canal TRPV1 está entre as 
principais estratégias utilizadas por estudos na atualidade para promover o tratamento de 
diversas síndromes dolorosas (LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007; PATAPOUTIAN; 
TATE; WOOLF, 2009; WONG; GAVVA, 2009).
Estudos foram realizados com teste de aplicação de capsaicina na pele de humanos, 
tendo como resultado que a substância induziu dor em queimação e vasodilatação, mas 
também foi observado que após o período de dor houve a ocorrência de um período refratário, 
onde foi observado uma dessensibilização ao estímulo. Portanto, o local onde foi exposto a 
dor agora tornou-se resistente à aplicação posterior de capsaicina, ou a outros estímulos como 
calor nocivo ou substâncias químicas, por exemplo. Em animais adultos ou neonatos, o 
tratamento com capsaicina tem efeito analgésico, pois pode provocar degeneração de fibras 
sensoriais específicas (de pequeno diâmetro e peptidérgicas) (CALIXTO et al., 2005; 
SCHUMACHER, 2010). O receptor TRPV1 mostrou-se capaz de integrar vários estímulos 
químicos e físicos que provocam dor, logo, foi considerado um alvo potencial para o 
desenvolvimento de analgésicos (SZALLASI et al., 2007).
O único representante da subfamília de receptores TRPA em mamíferos é o TRPA1, 
que foi isolado pela primeira vez em culturas de fibroblastos de pulmão fetal humano 
(JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999; ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012).
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Esses receptores, assim como os TRPV1, são polimodais e respondem a diferentes tipos de 
estímulos químicos, térmicos e mecânicos. O receptor TRPA1 pode ser ativado em resposta a 
estímulos mecânicos, frio e por diversas substâncias que são derivadas de produtos naturais, 
especialmente de plantas, tendo como exemplo de ativadores o cinamaldeído (presente na 
canela), a formalina, em concentrações de até 1% (originada do metanal) e alicina (presente 
no alho) (SHIELDS et al., 2010; BANDELL et al., 2004; JORDT et al., 2004; BAUTISTA et 
al., 2005).
Os receptores TRPA1 encontram-se co-localizados com os receptores TRPV1 em uma 
subpopulação de fibras sensoriais peptidérgicas não mielinizadas ou pouco mielinizadas, 
chamadas de fibras C, ou ainda de fibras Aô. Assim, a ativação destes receptores pode levar 
ao influxo de Ca++, causando a liberação de neuropeptídeos, como a SP e o peptídeo 
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (BASBAUM et al., 2009). Ainda, a sua 
habilidade de interagir com o receptor TRPV1 quando expressos em neurônios sensoriais 
confere a estes receptores características importantes em condições inflamatórias, com 
ativação cruzada por mecanismos indiretos que podem envolver vias de sinalização como 
proteínas quinases, mediadores endógenos como a bradicinina e o cálcio (BAUTISTA et al., 
2006; PATIL; JESKE; AKOPIAN, 2010). Sinais clássicos de inflamação podem ser 
induzidos pela ativação destas terminações e consequente liberação de neuropeptídios, 
levando ao processo de inflamação neurogênica. Essa inflamação ocorre no mecanismo de 
doenças como dor neuropática, asma, enxaqueca e dermatite (INOUE et al., 1997; PETERS et 
al., 2006).
Produtos naturais contendo ativadores dos canais TRP tem sido empregados na 
culinária e uso medicinal ao longo dos anos e estes receptores ainda representam um alvo 
promissor para o desenvolvimento de novos fármacos oriundos de compostos naturais.
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1.3 Produtos Naturais na Dor
Medicamentos de origem natural são bastante utilizados para tratamento de diversas 
patologias (DA SILVA-JÚNIOR et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2014). Um dos grandes 
exemplos é a morfina, um fármaco de alto poder analgésico, alcaloide pertencente ao grupo 
dos opioides e oriundo da Papaver somniferum (CALIXTO et al., 2005). Ainda, como outro 
exemplo tem-se o ácido acetil salicílico, que foi também sintetizado tendo como base a planta 
Salix alba (VANE, 1971). Atualmente, muitos fármacos utilizados com fins terapêuticos são 
originados de produtos naturais (MCCURDY; SCULLY, 2005).
No Brasil existe uma extensa, rica e diversa flora, que nos permite ter acesso a uma 
grande quantidade de produtos naturais, que podem ser potencialmente ativos como 
antimicrobianos, anti-inflamatórios, imunomoduladores e neuromoduladores (BAILÃO et al., 
2015; CARVALHO et al., 2013; CORNARA et al., 2017; FRANCHIN et al., 2017; JARDIM 
et al., 2015; SILVA et al., 2014a).
Neste sentido, nosso grupo tem concentrado esforços na busca por novas moléculas 
bioativas, eficazes no tratamento de condições dolorosas. Um exemplo é a planta Annona 
crassiflora Mart. pertencente à família Annonaceae, uma espécie nativa do cerrado, 
popularmente conhecida como araticum. A A. crassiflora pertence à família Annonaceae, que 
pode ser encontrada nos estados da Bahia, Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso do Sul, 
Mato Grosso, Goiás e Tocantins (LORENZI, 1998). Essa planta é popularmente conhecida 
como araticum, marolo, fruta- do- conde ou ainda pinha- do- cerrado. Seus frutos são 
consumidos in natura pela população e/ou em forma de compota, geleia, sorvete, entre outros 
(LORENZI, 1998; 2006).
Essa planta é utilizada na medicina tradicional para combater parasitas, tratar diarreia, 
reumatismo, feridas, doenças venéreas, picadas de serpentes e piolhos (ALMEIDA; SILVA; 
RIBEIRO, 1987; VILAR et al., 2008). Porém, a casca do fruto da A. crassiflora é comumente
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descartada, pois possui sabor adstringente, o que ocorre devido ao alto teor de compostos 
fenólicos (ROESLER et al., 2007). ROESLER et al., 2007, demonstrou através da casca do 
araticum a presença de substâncias com potencial antioxidante no extrato etanólico (por 
métodos in vitro), como por exemplo, a rutina, xantoxilina, ácido ferúlico, cafeico, ascóbico e 
quínico. Porém, ainda não há muitas informações sobre as características fitoquímicas das 
substâncias presentes na casca desse fruto. Uma maior compreensão em relação as 
propriedades biológicas relacionadas aos produtos naturais proporciona mais segurança em 
relação ao seu consumo e também coopera com a sustentabilidade do bioma do cerrado 
(JUSTINO, 2016).
JUSTINO (2016), caracterizou o isolamento e identificou vários compostos, incluindo 
alcalóides da casca da planta. A estefalagina é um alcaloide aporfínico que pode ser 
encontrado em diversas espécies de plantas, tendo como principal exemplo a família 
Lauraceae. PEREIRA e colaboradores, realizaram a extração de diferentes frações da casca 
do araticum a fim de isolar o alcaloide aporfínico estefalagina (Figura 1), o fruto utilizado foi 
coletado no norte de Minas Gerais. As cascas foram submetidas a extração líquido-líquido 
que produziu a fração alqualoidal (PEREIRA, M. N. et al., 2017).
Figura 1. Alcaloide estefalagina isolado da casca da fruta da A. crassiflora (PEREIRA, M. N. et al., 2017).
Os alcaloides aporfínicos tem grande destaque nas diferentes espécies de Annonaceae, 
podendo ser encontrados ainda em outras famílias (SILVA, et al., 2007). Nessa classe, há
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divisões em subclasses que estão representadas pelo seu perfil estrutural característico, pelas 
propriedades químicas e biológicas próprias dos subgrupos (BOUSTIE et al., 1998).
A estefalagina é um exemplo de alcaloide aporfínico que pode ser encontrado em 
diversas plantas. Os alcaloides aporfínicos possuem propriedades biológicas já comprovadas 
de vasodilatador e anti-hipertensivo, por exemplo (TENG, C.M., et al, 1991; TSAI, T. H., et 
al., 2008; YU, S. M., et al., 1993; HUANG, R. I., et al., 1998; KONDO, Y. et al., 1990; 
KONKIMALLA, V. B. et al., 2010; STÉVIGNY, C. et al., 2005). Adicionalmente, alcaloides 
em geral são bem conhecidos por seu possível potencial analgésico, conforme citado acima. 
Além disso, estudos recentes demonstraram que um alcaloide aporfínico, a S-(+)- dicentrina, 
teve um efeito antinociceptivo em modelo de dor visceral em ratos (MONTRUCCHIO, D. P. 
et al, 2012), o que fez MONTRUCCHIO e colaboradores (2013) investigarem esse efeito em 
modelos de dor causados por inflamação, e investigar se esse efeito ocorria via interações com 
canais TRPA1 (MONTRUCCHIO, D. P. et al, 2013). Os pesquisadores observaram que 
houve comportamento antinociceptivo devido à presença do alcaloide aporfínico na fração 
administrada por via oral. Obtiveram como resposta a redução da nocicepção espontânea e da 
hipersensibilidade mecânica e ao frio. Ainda que o mecanismo não seja claro, puderam 
concluir que houve uma interação do alcaloide com canais TRPA1 (MONTRUCCHIO, D. P. 
et al., 2013).
Neste sentido, a hipótese do presente trabalho é de que a estefalagina, um alcalóide 
aporfínico, apresente efeito antinociceptivo via interação com receptores TRPV1 e TRPA1, 
mostrando-se promissora no tratamento de condições dolorosas agudas e crônicas.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral do presente trabalho é avaliar o efeito antinociceptivo do alcaloide 
aporfínico estefalagina via interação de receptores TRPV1 e TRPA1.
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2.2 Objetivos Específicos
• Avaliar o efeito antinociceptivo do alcaloide aporfínico estefalagina na dor
induzida pela injeção de cinamaldeído;
• Avaliar o efeito antinociceptivo do alcaloide aporfínico estefalagina na dor 
induzida pela injeção de formalina;
• Avaliar o efeito antinociceptivo do alcaloide aporfínico estefalagina na dor 
induzida pela injeção de capsaicina;
• Verificar se o alcaloide aporfínico estefalagina pode alterar o influxo de
cálcio.
3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1 Animais
Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 6-8 semanas de idade (20g), 
provenientes do biotério do Centro de Criação de Camundongos da Universidade Federal de 
Uberlândia, Campus Umuarama, mantidos sob condições de temperatura de 23-25 °C e o com 
ciclo claro/escuro de 12h, com livre acesso à ração e água. Os experimentos foram 
conduzidos de acordo com o comitê de ética animal da UFU- Umuarama (protocolo 018/17).
3.2 Nocicepção induzida por cinamaldeído
Para avaliar o possível envolvimento dos canais TRPA1 no efeito antinociceptivo do 
alcaloide aporfínico estefalagina, os camundongos foram submetidos a um teste de dor 
induzida por cinamaldeído, um ativador específico desses canais. Os camundongos foram pré- 
tratados com estefalagina (1 mg/kg) via oral, 1h antes da injeção intraplantar de 20gl de
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cinamaldeído (1,3 Lig / pata) na superfície plantar da pata traseira direita. O grupo controle 
recebeu apenas a injeção ipl de cinamaldeído, sem tratamento. Imediatamente após a injeção 
de cinamaldeído, os animais foram colocados em câmaras de vidro (9 x 11 x 13 cm) plana e a 
resposta nociceptiva foi avaliada por 30 minutos. Foi cronometrado o tempo gasto em 
lambida e shaking da pata injetada e os resultados foram expressos como tempo de respostas 
nociceptivas.
3.3 Nocicepção induzida por formalina
A literatura demonstra que formalina em concentrações de até 1%, quando 
administrada na pata de camundongos pode causar dor pela ativação de receptores TRPA1. 
Porém, em concentrações maiores, a segunda fase é desencadeada por outros mecanismos 
inflamatórios que não a ativação destes receptores (SHIELDS et al., 2010). Para confirmar o 
possível efeito antinociceptivo do alcaloide aporfínico estefalagina por outras vias, de caráter 
inflamatório e independente de TRPA1, os camundongos foram submetidos a um teste de dor 
induzida por formalina. Os camundongos foram pré-tratados com estefalagina (1 mg/kg) via 
oral 1h antes da injeção intraplantar de 10 lií de formalina (solução 2,5%) na superfície 
plantar da pata traseira direita. O grupo controle recebeu apenas a injeção ipl de formalina, 
sem tratamento. Imediatamente após a injeção de formalina, os animais foram colocados em 
câmaras de vidro (9 x 11 x 13 cm) plana e a resposta nociceptiva foi avaliada por 30 minutos. 
Foi cronometrado o tempo gasto em lambida e shaking da pata injetada e os resultados foram 
expressos em blocos de 0-5 e de 15-30 minutos.
3.4 Nocicepção induzida por capsaicina
Para avaliar o possível envolvimento dos canais TRPV1 no efeito antinociceptivo do 
alcaloide aporfínico estefalagina, os camundongos foram submetidos a um teste de dor
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induzida por capsaicina, um ativador específico desses canais. Os camundongos foram pré-
tratados com estefalagina (0,01-1 mg/kg) via oral, 1h antes da injeção intraplantar (ipl) de 20
ul de capsaicina (1,6 ug / pata) na superfície plantar da pata traseira direita. O grupo 
controle recebeu apenas a injeção ipl de capsaicina, sem tratamento. Imediatamente após a 
injeção de capsaicina, os animais foram colocados em câmaras de vidro (9 x 11 x 13 cm) 
plana e a resposta nociceptiva foi avaliada por 30 minutos. Foi cronometrado o tempo gasto 
em lambida e shaking da pata injetada e os resultados foram expressos como tempo de 
respostas nociceptivas.
3.5 Efeito da estefalagina por influxo de cálcio através da capsaicina
Muitos estudos demonstram a ativação ou inibição de canais TRPs através do ensaio 
de influxo de Ca2+(NASSINI et al., 2011; SO et al., 2016), uma vez que a ativação destes 
canais envolve o influxo de Ca2+ extracelular. O ensaio de influxo de Ca2+ foi realizado como 
descrito por ROSSATO et al. (2011) e TREVISAN et al. (2014b). Medulas espinhais de 
camundongos (n=4/experimento) foram removidas para o preparo de sinaptossomas e 
homogeneizadas com tampão fosfato de potássio (50 mM) adicionado de sacarose (320 mM), 
pH 7.4. O homogenato foi centrifugado a 1000xg por 5 min a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi separado e centrifugado novamente a 12.000xg por 20 min a 4°C. O pellet 
(0,5 mg/ml de proteína) em meio Krebs-Ringer (KRB) (livre de Ca2+) foi incubado com Fura- 
2/AM (10 uM) no escuro por 30 min a 37°C. A reação foi interrompida por centrifugação
(10.000xg por 2 min a 37°C), e o pellet final foi ressuspenso em 1,5 ml de meio KRB.
Para iniciar a reação, CaCl2 (1 mM) e veículo (DMSO 0,3% ou EtOH 0,25%), 
diferentes concentrações de estefalagina (30 ug/ml), HC-030031 (30 uM; antagonista 
TRPA1) ou SB-366791 (30 uM; antagonista TRPV1) foram adicionados. Passados 10 
minutos, o agonista TRPA1 cinamaldeído (30 uM) ou a capsaicina (20 uM), agonista TRPV1,
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foram adicionados na reação. O influxo de Ca2+ foi mensurado por monitoração da 
fluorescência em excitação (340 e 380 nm) e emissão (510 nm) em um espectrofluorimetro. 
Foram também registrados os valores máximos de fluorescência após a adição de 10% de 
Triton-X. Os resultados foram expressos como a porcentagem (%) da resposta máxima da 
razão 340/380 nm do influxo de Ca2+ obtida com Triton-X. Três experimentos independentes 
foram realizados para determinar o resultado final.
3.6 Análise estatística
Os resultados foram apresentados como média ± SEM mais seus respectivos limites de 
confiança de 95%. O efeito inibitório máximo (Emax) foi calculado com base na resposta dos 
grupos de controle. A significância estatística entre os grupos foi avaliada por análise de 
variância de uma ou duas vias (medidas repetidas) (ANOVA) seguido de um teste post hoc 
Newman-Keuls ou Bonferroni. Todos os testes foram realizados utilizando o software 
GraphPad 5.0 (San Diego, CA, EUA)
4. RESULTADOS
4.1 Efeito antinociceptivo da estefalagina na dor induzida pela injeção de 
cinamaldeído
Primeiramente, foi investigado o possível efeito antinociceptivo da estefalagina sobre 
as respostas nociceptivas induzidas por um agonista TRPA1, o cinamaldeído. Na figura 2 é 
possível observar a confecção de uma curva dose-resposta que foi realizada no modelo de dor 
induzida por cinamaldeído. As doses de estefalagina utilizadas para a construção da curva 
foram 0,1, 0,3 e 1 mg kg-1. Apesar de haver um perfil que sugere uma redução com essas 
doses de 0,1 e 0,3 mg kg-1, apenas a dose de 1 mg kg-1 foi capaz de reduzir significativamente
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as respostas nociceptivas. A administração oral de 1 mg kg-1 de estefalagina reduziu em 58% 
a resposta nociceptiva induzida pela injeção de cinamaldeído (p< 0,05). Portanto, nos 
experimentos seguintes apenas a dose de 1 mg kg-1 de estefalagina foi utilizada para avaliar o 
efeito antinociceptivo da mesma sobre as respostas de dor induzidas pela injeção intra-plantar 
de formalina e capsaicina.
Cinamaldeído
Figura 2. Efeitos da administração oral de estefalagina (0,1 - 1,0 mg kg-1) no comportamento da dor induzida 
em camundongos por administração intraplantar de cinamaldeído, um ativador TRPA1. As colunas representam 
a média ± S.E.M. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, * p <0,05 e ** p <0,01 em comparação com o 
grupo cinamaldeído. Nota: -: controle.
4.2 Efeito antinociceptivo da estefalagina na dor neurogênica e inflamatória 
induzida pela injeção de formalina
Foi investigado o efeito antinociceptivo da estefalagina sobre respostas nociceptivas 
induzidas pela formalina (Figura 3), que em concentrações maiores de 1% pode causar dor 
por mecanismos independentes da ativação TRP (SHIELDS et al., 2010). Podemos observar 
que houve diminuição da resposta de lambida de pata quando foi dada a injeção de formalina
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após a ingestão de 1 mg kg-1 de estefalagina, quando comparado com a resposta de quando foi 
somente injetada a formalina i.pl.. Essa resposta foi observada tanto no intervalo de tempo de 
0 a 5 minutos (fase neurogênica) quanto no intervalo de tempo de 15 a 30 minutos (fase 
inflamatória). Nos cinco primeiros minutos, a redução do tempo de lambida foi de 32%, 
enquanto que nos últimos quinze minutos, essa redução foi de 31% (p < 0,05). Esse perfil 
sugere que houve uma redução significativa na resposta nociceptiva.
Formal in a
Formalina + Estefalagina
400 t
CZ)
Tempo (min)
Figura 3. Efeitos da administração oral de estefalagina (1 mg kg-1) no comportamento de dor induzida por 
formalina em camundongos. Primeira fase (neurogênica, 0-5 min) e segunda fase (inflamatória, 15-30 min) de 
comportamento de lambida de pata provocada pela injeção de formalina. As colunas representam a média ± 
S.E.M. T- teste não desempenhado, * p <0,05 em comparação com o grupo de formalina.
4.3 Efeito antinociceptivo da estefalagina na dor induzida pela injeção de 
capsaicina
Foi investigado o efeito antinociceptivo da estefalagina sobre respostas nociceptivas 
induzidas por um agonista TRPV1, a capsaicina (Figura 4). Podemos observar que houve 
diminuição da resposta de lambida de pata quando foi dada a injeção de capsaicina após a
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ingestão de 1 mg kg-1 estefalagina, quando comparado com a resposta de quando foi somente 
injetada a capsaicina ipl. Essa resposta corresponde ao tempo final de 30 minutos de avaliação 
da lambida e shaking de pata. Podemos notar que houve uma redução significativa de 68% na 
resposta nociceptiva.
Capsaicina Capsaicina + Esteíàlagina
Figura 4. Efeitos da administração oral de estefalagina (1 mg kg-1) no comportamento da dor induzida em 
camundongos por administração intraplantar de capsaicina, um ativador TRPV1. Comportamento de lambida de 
pata por 30 minutos provocado pela injeção de capsaicina. As colunas representam a média ± S.E.M. T- teste 
não desempenhado, * p < 0,05 em comparação com o grupo de capsaicina.
4.4 Influxo de cálcio
Na figura 5.A, é possível observar a confecção de uma curva dose-resposta que foi
realizada pelo influxo de Ca++ in vitro induzida pela estefalagina. As doses de estefalagina
utilizadas para a construção da curva foram 0,1, 1 e 10 pM. Apesar de haver um perfil que
sugere uma redução com essas doses de 0,1 e 1 pM, apenas a dose de 10 pM foi capaz de 
reduzir significativamente o influxo de Ca++, portanto, foi utilizada essa concentração para o 
experimento feito com DMSO e SB.
A figura 5.B mostra o efeito de interação da estefalagina com os receptores TRPV1, 
que foram ativados através da aplicação de capsaicina, agonista desse receptor. Podemos
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observar que houve uma redução significativa (p <0,01) do influxo de Ca++ causado pela 
capsaicina quando administrada a estefalagina (10 lM).
A
Capsaicina (DMSO 0.3%) 
Estefalagina (0.1lM)
Estefalagina (1 pM)
B
100
Capsaicina (DMSO 0.3%) 
Estefalagina (10 lM)
SB- 366791 (10 lM)
Capsaicina 10
Capsaicina (20 pM)
Estefalagina (lM)
SB
Capsaicina (20 lM)
Figura 5. A: Efeitos da administração da estefalagina (0,1 - 1 pM) no influxo de cálcio induzido in vitro com
administração de capsaicina, um ativador TRPV1. As colunas representam a média ± S.E.M. ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni, * p <0,05 em comparação com o grupo DMSO (0.3%). Nota: -: controle. B: Efeito da 
estefalagina (10 pM) no influxo de cálcio induzido in vitro com administração de capsaicina, um ativador 
TRPV1. As colunas representam a média ± S.E.M. ANOVA seguida pelo teste de Dunnett, * p <0,05 e ** p 
<0,01 em comparação com DMSO (0.3%). Nota: -: controle.
5. DISCUSSÃO
Os produtos naturais são utilizados no tratamento de doenças e são considerados 
importantes fontes de investigação de novos fármacos, mostrando-se promissor o estudo de 
moléculas bioativas eficazes no tratamento de condições dolorosas. Compostos oriundos de 
produtos naturais, tais como alcaloides aporfínicos, podem agir pela via de ativação dos TRPs 
(CALIXTO et al., 2005). A ativação dos canais TRPV1 e TRPA1, que são canais polimodais, 
ocorre, entre outas coisas, por substâncias naturais irritantes como a capsaicina, o 
cinamaldeído e a formalina (JORDT et al., 2004; BAUTISTA et al., 2005). Dessa maneira, a 
estefalagina, um alcaloide aporfínico, poderia apresentar efeitos antinociceptivos via ativação
25
dos receptores TRPV1 e TRPA1. Desta forma, no presente estudo avaliamos o possível efeito 
antinociceptivo do alcaloide aporfínico estefalagina via interação com receptores TRPV1 e 
TRPA1, através de injeções intraplantares de agonistas dos receptores TRPV1 (capsaicina) e 
TRPA1 (cinamaldeído e formalina) em camundongos, e análise da interação direta do 
alcaloide com receptores TRPV1 através do influxo de cálcio induzido por capsaicina.
Os receptores TRPA1 podem ser ativados por estímulos oriundos de produtos naturais 
como o cinamaldeído e a canfora (BANDELL, M. et al. 2004; BAUTISTA, D. M. et al., 
2005; JORDT, S. E. et al., 2004; MCNAMARA, C.R., 2007). Também podem ser ativados 
em condições inflamatórias, pois mediadores inflamatórios como bradicinina e 
prostaglandinas podem modular a ativação destes receptores de maneira indireta (DA 
COSTA, D. S. M., et al., 2010).
MONTRUCCHIO (2012), relatou que a S-(+)- dicentrina, um alcaloide aporfínico, 
teve efeito antinociceptivo em um modelo de dor visceral em ratos. Este mesmo grupo 
investigou o possível envolvimento de canais TRPA1 nestes efeitos antinociceptivos do 
alcaloide. Os pesquisadores puderam observar que a S-(+)- dicentrina teve capacidade de 
reduzir o tempo de lambida induzido pelo cinamaldeído, um agonista TRPA1, e esse 
resultado foi similar ao evocado pelo tratamento com cânfora, um antagonista TRPA1 não 
seletivo, utilizado no estudo como controle positivo. Em relação a estes achados, podemos 
observar que no presente trabalho, houve redução da resposta nociceptiva induzida por 
cinamaldeído quando estes animais foram submetidos ao tratamento por via oral com o 
alcaloide estefalagina nas três doses testadas, sem diferenças significativas entre as doses. 
Essa diminuição da resposta nociceptiva sugere que a estefalagina possa estar interagindo 
com os canais TRPA1, diminuindo sua ativação. Contudo, mais estudos serão necessários 
para estabelecer se esta redução dos efeitos nociceptivos resultantes da ativação TRPA1 se dá 
por interação direta ou indireta com o canal.
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A formalina tem a capacidade de modular a ativação de receptores TRPA1, quando 
utilizada em concentrações de até 1%, além disso é amplamente usada como método de 
estudo comportamental para análise da efetividade de agentes antinociceptivos. SHIELDS e 
colaboradores (2010) demonstraram que em baixas concentrações (< 0,5%), o formalina
interage com o canal de cátions não seletivo TRPA1 (MACPHERSON, L. J., et al., 2007;
MCNAMARA C. R., et al., 2007), que é expresso em um subconjunto de fibras sensoriais
periféricas que tem por característica a expressão do receptor TRPV1 (KOBAYASHI, K. et
al., 2005; STORY, G. M. et al., 2003). Shields et. al. (2010) também relataram que as
respostas comportamentais e celulares (realizadas pela indução da proteína Fos na medula
espinhal) produzidas por injeção da baixa concentração de formalina dependiam destes
nociceptores, responsivos a estímulos como calor e capsaicina, e que isto se dava, muito
provavelmente, através de interações com os canais TRPV1. Os pesquisadores demonstraram
que a nocicepção aguda foi observada após a injeção de uma concentração relativamente
baixa de formalina (0,5%), não visualizada em animais com a deleção genética de receptores
TRPA1, e após a injeção de uma maior concentração (2%), ocorria nocicepção mesmo na
ausência deste receptor.
O teste da formalina se divide em duas fases onde há clara manifestação de
nocicepção nos roedores. Até 5 minutos de sua injeção se desenvolve a fase neurogênica ou
aguda, com estimulação química direta dos nociceptores em p artes de fibras Aô e fibras 
aferentes do tipo C, ambas associadas à liberação de SP, óxido nítrico e aminoácidos 
excitatórios. Já na avaliação de 15 a 30 minutos após a injeção de formalina ocorre a libração 
de diversos mediadores pró-inflamatórios, como por exemplo, a bradicinina, prostaglandinas 
e serotoninas. Os dez minutos entre a primeira avaliação e a segunda, é conhecida como
intervalo de quiescência, que ocorre devido a uma inibição da transmissão nociceptiva através 
de circuitos espinhas e supra-espinhais (HUNKSKAAR & HOLE, 1987). Portanto, com base
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nos resultados apresentados, houve uma resposta antinociceptiva induzida pela estefalagina 
nas duas fases de dor evocadas pela formalina, que pode ser devido a sua interação com o 
receptor TRPA1. Como foi utilizada uma concentração de formalina de 2,5%, que de acordo 
com a literatura, é uma concentração na qual a formalina é capaz de ativar vias que 
independem da modulação de receptores TRPA1, supõem-se que, o efeito analgésico da 
estefalagina observado aqui pode ser associado ainda a um efeito anti- inflamatório. Contudo, 
mais análises devem ser realizadas para a comprovação desta especulação.
A capsaicina ativa seletivamente os receptores TRPV1, que assim como os TRPA1, 
estão envolvidos em vias de sinalização da dor. Capaz de integrar vários estímulos mecânicos, 
térmicos e químicos que provocam dor, o receptor TRPV1 é considerado um potencial alvo 
para o desenvolvimentos de analgésicos (SZALLASI et al., 2007). Amplamente distribuído 
no organismo, o TRPV1 pode agir como um sensor para diversos estímulos nocivos 
diferentes, bem como na medula espinhal, que participa da passagem do estímulo doloroso 
(PATAPOUTIAN et al., 2009). De acordo com os resultados aqui descritos nós pudemos 
observar que a estefalagina teve efeito antinociceptivo frente a administração de seu agonista, 
a capsaicina. Estes resultados também sugerem a interação do alcaloide com os receptores 
TRPV1, contudo não podemos até este momento definir se esta interação é direta ou indireta.
De acordo com a literatura, vários estudos demonstram efeitos antinociceptivos de 
antagonistas dos canais TRPA1 e TRPV1 em diferentes modelos de dor, aguda e crônica. 
ROSSATO (2010), averiguou que o flavonóide eriodictiol interagia com o canal TRPV1 
através de ensaio de influxo de Ca++ estimulado por capsaicina, onde foi observado que o 
eriodictiol foi capaz de promover diminuição do influxo de Ca++, sugerindo que o composto 
agia como um antagonista do canal. Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que o eriodictiol 
foi capaz de inibir o influxo de Ca++ com uma potência maior que alguns antagonistas 
clássicos do receptor TRPV1, como por exemplo o SB-366791 (10 mg/Kg, p.o.). De acordo
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com estes achados, foi demonstrado no presente estudo que a estefalagina foi capaz de inibir o 
influxo de Ca++ causado pela aplicação de capsaicina em fatias de medula espinhal de 
camundongos. Estes resultados foram bem similares aos encontrados para o tratamento com o 
antagonista seletivo dos receptores TRPV1, SB-366791, utilizado como controle positivo. 
Portanto, podemos sugerir que a estefalagina tem efeito antinociceptivo via interação com 
canais TRPV1 que sugerem que a mesma atue diretamente sobre o canal. Contudo, ensaios de 
ligação específica podem ser realizados para que se alcancem conclusões mais específicas 
sobre esta interação.
6. CONCLUSÃO
Podemos concluir que a estefalagina atua diminuindo a nocicepção induzida pela ativação 
de receptores TRPV1 e TRPA1 em camundongos, assim como, a nocicepção induzida por 
formalina. Sendo assim, acreditamos que a estefalagina possa ser uma substância promissora 
para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas e sua possível interação com receptores 
TRP pode ser melhor investigada.
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